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^ (57) Abstract: The invention relates to a pharmaceutical composition for treating and preventing human tumors, which express 

\1 the tumor antigen mucin and/or the carcinoembryonic antigen (CEA), and to the use thereof as a vaccine in humans for activating 
the immune system. According to the invention, a pharmaceutical composition is provided comprising a plasmid ( naked DNA ) 
which contains, as a therapeutic gene, the human mucin gene MUC1, active fragments thereof or at least 3 repeats of amino acid 

fT) sequence SEQ No. 1, and/or comprising another plasmid ( naked DNA ) which contains, as a therapeutic gene, the gene for the 

00 human carcinoembryonic antigen (CEA) SEQ No. 2. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine pbarmazeutische Zusammensetzung zur Behandlung und Prophylaxe von hu- 
^ manen Tumoren, die das Tumorantigen Muzin und/oder das Carcinoembryonale Antigen (CEA) exprimieren, sowie ihre Verwendung 

als Impfstoff beim Menschen zur Aktivierung des Immunsy stems. ErfindungsgemaB wird eine pharmazeutische Zusammensetzung 
O bereitgestellt, die ein Plasmid ("nackte DAN") aufweist, das als therapeutisches Gen das humane Muzingen MUC1 , wirksame Frag- 
J^. mente davon oder mindestens 3 Repeats der Aminosauresequenz SEQ No. 1 enthalt und/oder ein anderes Plasmid ("nackte DNA"), 
^ das als thereapeutisches Gen das Gen fur das humane Carcinoembryonale Antigen (CEA)SEQ No. 2 enthalt 
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Pharmazeutische Zusammensetzung zur Behandlung und Prophylaxe von humanen Tumoren, 
die das Tumorantigen Muzin und/oder das Carcinoembryonale Antigen (CEA) exprimieren und 
ihre Verwendung 

5 Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eine pharmazeutische Zusammensetzung zur Behandlung und Prophylaxe von 
humanen Tumoren, die das Tumorantigen Muzin und/oder das Carcinoembryonale Antigen (CEA) 
exprimieren, sowie ihre Verwendung als Impfstoff beim Menschen zur Aktivierung des 
10 Immunsystems. 

Bisherige konventionelle Methoden der Tumorbekampfung (Chemotherapie, Chirurgie, Strahlenthera- 
pie) sind in ihrer Wirksamkeit begrenzt. Somit besteht die Notwendigkeit der Etablierung neuer 
Therapieverfahren. Die Vakzinen sind darauf ausgerichtet, das Immunsystem so zu aktivieren, daB die 
1 5 Tumoren und / oder ihre Metastasen spezifisch bekampft werden. 

Die klassische und vielfach klinisch eingetzte Vakzine besteht aus einem Gemisch von bestrahlten 
Tumorzellen und Adjuvantien, z.B. BCG. Nach ca. zwei Jahrzehnten klinischer Erprobung laBt sich 
zusammenfassen, daB diese Vakzine keine ausreichende Wirkung zeigt (s. Oettgen H. und Old L., The 
20 History of Cancer Immunotherapy in: Biological Therapy of Cancer, Eds. V. deVita, S. Hellmann and 
S. Rosenberg, J.B. Lippincott Company 1991, S. 87-1 19). 

In jungerer Zeit wurden Versuche unternommen, Tumorzellen genetisch unter Verwendung von 
Genen fur Zytokine oder kostimulierende Molekiile zu modifizieren. Der Nachteil dieser Vakzinen 
25 besteht jedoch u.a. darin, dass zu ihrer Herstellung Tumorzellen verwendet werden mussen. Diese 
stellen ein Potential fur eine mogliche Metastasenbildung dar und sind somit auch ein Risiko bei ihrer 
Anwendung am Patienten. 

Die kurzliche Identifizierung von neuen tumorspezifischen oder tumorassoziierten Molekulen (Anti- 
30 genen) in den letzten Jahren sowie die Erkenntnis, dafl sogenannte dendritische Zellen zur Prasentation 
dieser Molekiile eine entscheidende Rolle spielen, haben neue Wege fur die Konstruktion von Tumor- 
vakzinen eroffnet. Mehrere Gruppen versuchen nun, dendritische Zellen mit Tumorantigenen zu 
beladen oder mit den entsprechenden Genen zu transfizieren und diese dann als Vakzine einzusetzen 
(Nestle FO, Alijagic S, Gilliet M, et al. Vaccination of melanoma patients with peptide- or tumor 
35 lysate-pulsed dendritic cells. Nature Medicine 1998; 4: 328-332). Das sind jedoch zellulare, patien- 
tenidividuelle Vakzinen, die kosten- und arbeitsintensiv sind. 
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Mit der hier dargestellten Vakzine werden die genannten Nachteile bisheriger Vakzinen uberwunden. 
Die Kombination von verschiedenen Antigen und Vektoren erhoht zudem ihre Wirksamkeit. 

Die Erfindung wird gemaB dem Hauptanspruch realisiert, die Unteranspruche stellen 
5 Vorzugsvarianten dar. 

ErfindungsgemaB wird eine pharmazeutische Zusammensetzung bereitgestellt, die ein Plasmid 
("nackte DNA") aufweist, das als therapeutisches Gen das humane Muzingen MUC1, wirksame 
Fragmente davon oder mindestens 3 Repeats der Aminosauresequenz SEQ No. I gemaB Abbildung 1, 
10 enthalt und/oder ein anderes Plasmid ("nackte DNA"), das als therapeutisches Gen das Gen fur das 
humane Carcinoembryonale Antigen (CEA) SEQ No. 2 gemaB Abbildung 2 enthalt. 

Die pharmazeutische Zusammensetzung wird vorzugsweise als Impfstoff bereitgestellt und es werden 
in Abhangigkeit vom jeweiligen Tumor die Plasmide mit dem jeweiligen therapeutischen Gen 
1 5 entweder einzeln oder gemeinsam appliziert. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsvariante der Erfindung stellt die pharmazeutische Zusammensetzung 
ein Kombinationspraparat dar und enthalt mindestens eines der oben genannten Plasmide mit dem 
jeweiligen genannten therapeutischen Gen und auBerdem mindestens ein rekombinantes Adenovirus, 

20 das zwei therapeutische Gene, namlich das humane Muzingen MUC1, wirksame Fragmente davon 
oder mindestens 3 Repeats der Aminosauresequenz SEQ No. 1 und das Gen fur humanes Interleukin 
12 aufweist. Dieses Adenovirus wird erfindungsgemaB ersetzt oder kombiniert mit einem anderen 
rekombinanten Adenovirus, das ebenfalls zwei therapeutische Gene aufweist, namlich das Gen fur das 
humane Carcinoembryonale Antigen (CEA) SEQ No. 2 und das Gen fur humanes Interleukin 12. Die 

25 Applikation dieser Adenoviren mit den therapeutischen Genen erfolgt ebenfalls in Abhangigkeit vom 
Tumor jeweils einzeln oder gemeinsam. 

Insbesondere die erfindungsgemaBe Kombination von Plasmiden, die das jeweilige therapeutische 
Gen aufweisen, mit den in Adenoviren verpackten wirksamen therapeutischen Genen stellt ein 
30 effektives Impfstoffsystem dar. Dessen Wirksamkeit wird ggf. durch die Kombination mit einem 
Vaccinavirus, das ebenfalls ein entsprechendes therapeutisches Gen beinhaltet, gesteigert. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsvariante der Erfindung weist deshalb die erfindungsgemaBe 
pharmazeutische Zusammensetzung zusatzlich noch ein rekombinantes Vaccinavirus auf, welches als 
35 therapeutisches Gen auch das humane Muzingen MUC1, wirksame Fragmente davon oder mindestens 
3 Repeats der Aminosauresequenz SEQ No. 1 enthalt, welches wiederum ersetzt oder kombiniert wird 
mit einem weiteren rekombinanten Vaccinavirus, das als therapeutisches Gen das Gen fur das humane 
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Carcinoembryonale Antigen (CEA) SEQ No. 2 enthalt. Fur eine Applikation ist ebenfalls die 
Beschaffenheit des Tumors ausschlaggebend. 

Die genannten Plasmide, Adenoviren und Vaccinaviren mit den jeweiligen therapeutischen Genen 
5 konnen auch jeweils einzeln und unabhangig voneinander erfolgreich appliziert werden und aktivieren 
das Immunsystem. Die Kombination der Komponentcn erhoht jedoch die Wirksamkeit auf ein 
Vielfaches. 

Deshalb erfolgt in einer besonders bevorzugten Anwendung die Applikation als 
10 Kombinationspraparat. ErfmdungsgemaB wird die pharmazeutische Zusammensetzung, die 
mindestens eines der genannten Plasmide mit dem, in Abhangigkeit vom Tumor, entsprechenden 
therapeutischen Gen zuerst appliziert. Nach einem zeitlichen Abstand von mindestens 6 Tagen erfolgt 
dann, wiederum in Abhangigkeit vom Tumor, die Gabe des Adenovirus oder beider Adenoviren, die 
die genannten therapeutischen Gene fur MUC1 und IL12 und/oder CEA und IL12 aufweisen. In einer 
15 dritten Stufe werden, wiederum nach einer Zeitspanne von mindestens 6 Tagen, ggf. die Vaccinaviren, 
die die genannten therapeutischen Gene aufweisen, verabreicht. 

Die pharmazeutische Zusammensetzung hat den groBen Vorteil, daB sie in vivo direkt appliziert 
werden kann. 

20 

Ausfiihrungsbeispiel: 

Ein Plasmid („nackte DNA" ) , das als therapeutisches Gen wirksame Fragmente des humanen 
Muzingens MUC1 (s. Abb. 1) enthalt , wurde hergestellt, ebenso ein rekombinanter Adenovirus, der 

25 ebenfalls Muzin exprimiert. Es erfolgte die subcutane Applikation des Muzin exprimierenden rekom- 
binanten Adenovirus Typ 5 (Dosis: 10 8 pfu ) in C57BIack/6 Mause. 14 Tage spater wurden 50 ug 
Muzin-Plasmid („nackte" DNA) den Mause intramuskular appliziert. Parallel dazu wurden Kontroll- 
mause mit einem rekombinanten Adenovirus, der ein irrelevantes Gen („mock") enthielt, und nach 14 
Tagen mit einem Plasmid, das ebenfalls das irrelevante Gen enthielt, geimpft. Weitere Kontrollmause 

30 wurden nur mit PBS geimpft. Weitere 14 Tage spater wurde dann alien Mausen ein Maustumor, der 
durch Gentransfer das humane Muzin exprimiert, gesetzt. In den Mausen, die mit dem Muzin enthal- 
tenden Plasmid und Adenovirus immunisiert wurden, wuchs in keinem Fall der Tumor an und alle 
Tiere uberlebten. In den Kontrollmausen wuchsen die Tumore an und die Tiere muBten nach ca. 25 
Tagen getotet werden, da der Tumor eine GroBe von 1cm 3 erreichte (s. Abb. 3). Das zeigt, dass eine 

35 Imprung mit einem rekombinantem Adenovirus, der das Muzin-Gen enthalt, und nachfolgend „nack- 
ter" Muzin-DNA einem Tumorwachstum vorgebeugt. 
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Patentanspruche 

1. Pharmazeutische Zusammensetzung zur Behandlung und Prophylaxe von humanen Tumoren, die 
das Tumorantigen Muzin und/oder CEA exprimieren, umfassend 

5 • ein Plasmid ("nackte DNA"), das als therapeutisches Gen das humane Muzingen MUCI, 

wirksame Fragmente davon oder mindestens 3 Repeats der Aminosauresequenz SEQ No. 1 
gemaB Abbildung 1, enthalt und/oder 

• ein Plasmid ("nackte DNA"), das als therapeutisches Gen das Gen fur das humane 
Carcinoembryonale Antigen (CEA) SEQ No. 2 gemaB Abbildung 2 enthalt. 

10 

2. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB sie zusatzlich 

• ein rekombinantes Adenovirus aufweist, das zwei therapeutische Gene enthalt, einmai 
wiederum das humane Muzingen MUCI, wirksame Fragmente davon oder mindestens 3 
Repeats der Aminosauresequenz SEQ No. 1 gemaB Abbildung 1, und auBerdem das Gen fur 

15 humanes Interleukin 12 und/oder 

• ein anderes rekombinantes Adenovirus, das zwei therapeutische Gene aufweist, namlich das 
Gen fur das humane Carcinoembryonale Antigen (CEA) SEQ No. 2 gemaB Abbildung 2 und 
das Gen fur humanes Interleukin 12. 

20 3. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB sie 
zusatzlich 

• ein rekombinantes Vaccinavirus, das als therapeutisches Gen das humane Muzingen MUCI, 
wirksame Fragmente davon oder mindestens 3 Repeats der Aminosauresequenz SEQ No. 1 
gemaB Abbildung 1, enthalt und/oder 

25 • ein anderes rekombinantes Vaccinavirus, das als therapeutisches Gen das Gen fur das humane 
Carcinoembryonale Antigen (CEA) SEQ No. 2 gemaB Abbildung 2 enthalt. 

4. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB das 
rekombinante Adenovirus das nicht replikationsfahige Adenovirus Typ 5 ist. 

30 

5. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB das 
rekombinante Vaccinavirus der nicht replikationsfahige Virusstamm Modified Virus Ankara 
(MVA) ist. 

35 6. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
daB als Promotor fur die Gene der CMV-Promotor dient. 
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7. Verwendung einer pharmazeutische Zusammensetzung gemaB Anspruch 1, 2 oder 3 als Impfstoff 
zur Immuntherapie bei Tumorerkrankungen zur Behandlung von humanen Tumoren, die das 
Tumorantigen Muzin und/oder CEA exprimieren, wobei der Impfstoff als Kombinationspraparat 
verwendet wird und die jeweiligen Plasmide, Adenoviren und Vaccinaviren mit den 

5 entsprechenden therapeutischen Genen einzeln nacheinander appliziert werden, und die 
Kombination und Pharmazeutische Zusammensetzung in Abhangigkeit vom jeweils exprimierten 
Tumorantigen ausgewahlt wird. 

8. Pharmazeutische Verpackungseinheit umfassend eine pharmazeutische Zusammensetzung gemaB 
10 Anspruch 1, wobei die einzelnen Plasmide mit dem jeweiligen therapeutischen Gen in getrennten 

Darreichungsformen oder in einer einzigen Darreichungsform vorliegen. 

9. Pharmazeutische Verpackungseinheit umfassend eine pharmazeutische Zusammensetzung als 
Kombinationspraparat gemaB Anspruch 1 und 2 und einem entsprechenden Beipackzettel, der 

15 Anweisungen zur Applikation enthalt, wobei die jeweiligen Plasmide mit dem entsprechenden 
therapeutischen Gen, und die jeweiligen Adenoviren, mit den entsprechenden therapeutischen 
Genen in getrennten Darreichungsformen vorliegen. 

10. Pharmazeutische Verpackungseinheit nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB bei Einsatz 
20 von zwei Adenoviren, die die entsprechenden therapeutischen Gene enthalten, die einzelnen 

adenoviral verpackten Gene in getrennten oder gemeinsamen Darreichungsformen vorliegen. 

11. Pharmazeutische Verpackungseinheit umfassend eine pharmazeutische Zusammensetzung als 
Kombinationspraparat gemaB Anspruch 1 bis 3 und einen entsprechendem Beipackzettel, der 

25 Anweisungen zur Applikation enthalt, wobei die jeweiligen Plasmide, die jeweiligen Adenoviren 
und die jeweiligen Vaccinaviren mit den entsprechenden therapeutischen Genen in getrennten 
Darreichungsformen vorliegen. 

12. Pharmazeutische Verpackungseinheit nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB bei Einsatz 
30 von zwei Vaccinaviren, die das jeweils entsprechende therapeutische Gen enthalten, die einzelnen 

Vaccinaviren in getrennten oder gemeinsamen Darreichungsformen vorliegen. 

13. Pharmazeutische Verpackungseinheit nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, daB dem 
Beipackzettel entnommen werden kann, daB die Applikation des/der Adenoviren mit den 

35 therapeutischen Genen nach der Applikation des/der therapeutischen Gene in Plasmidform erfolgt, 
wobei ein Abstand von mindestens 6 Tagen einzuhalten ist. 
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14. Pharmazeutische Verpackungseinheit nach Anspruch 11 und 12, dadurch gekennzeichnet, daB 
dem Beipackzettel entnommen werden kann, daB die Applikation des/der therapeutischen Gene in 
Form von Vaccinaviren nach der Adenoviren-Applikation erfolgt, wobei wiederum ein Abstand 
von mindestens 6 Tagen einzuhalten ist. 

5 

15. Ein Verfahren zur Aktivierung des lmmunsystems beim Menschen, so daB ein Tumor bekampft 
wird, der das Tumorantigen Muzin und/oder das Carcinoembryonlae Antigen (CEA) exprimiert, 
gekennzeichnet durch die Anwendung einer efTektiven Menge einer pharmazeutischen 
Zusammensetzung, welche 

10 • ein Plasmid ("nackte DNA") aufweist, das als therapeutisches Gen das humane Muzingen 
MUCi, wirksame Fragmente davon oder mindestens 3 Repeats der Aminosauresequenz SEQ 
No. 1 gemaB Abbildung 1, enthalt, und/oder 
• ein anderes Plasmid ("nackte DNA"), das als therapeutisches Gen das Gen fur das Humane 
Carcinoembryonale Antigen (CEA) SEQ No. 2 gemaB Abbildung 2 enthalt, ggf. in 

1 5 Kombination mit 



20 



einem rekombinanten Adenovirus, das zwei therapeutische Gene aufweist, namlich das 
humane Muzingen MUCI, wirksame Fragmente davon oder mindestens 3 Repeats der 
Aminosauresequenz SEQ No. I gemaB Abbildung 1 und das Gen fur humanes Interleukin 
12 und/oder einem anderen rekombinanten Adenovirus, das zwei therapeutische Gene 
aufweist, namlich das Gen fiir das humane Carcinoembryonale Antigen (CEA) SEQ No. 2 
gemaB Abbildung 2 und das Gen fur humanes Interleukin 12, ggf. weiterhin in 
Kombination 



25 



mit einem rekombinanten Vaccinavirus, das als therapeutisches Gen das humane 
Muzingen MUCI enthalt, wirksame Fragmente davon oder mindestens 3 Repeats der 
Aminosauresequenz SEQ No. 1 gemaB Abbildung 1, und/oder mit einem anderen 
rekombinanten Vaccinavirus, das als therapeutisches Gen das Gen fur das humane 

a 

Carcinoembryonale Antigen (CEA) SEQ No. 2 gema Abbildung 2 enthalt. 



16. Verfahren nach Aspruch 15, dadurch gekennzeichnet, da/? die pharmazeutische Zusammensetzung 
30 als Impfstoff injiziert wird. 
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p. ^ Rnin osaiire- und Nudeotidseqaenz des Gens des numanen 
rig. d. caxcinoembryonalen Antigens (CEA) 



1 - ATGGAGTCTCCCTCGGCCCCTCCCCACAGATGGTGCATCCCCTGGCAGAGGCTCCTGCTC - 60 

- MESP3APPHRWCIPWQRLLL 

62 - ACAGCCTCACTTCTAACCTTCTGGAACCC5CCCACCACTGCCAAGCTCACTATTGAATCC - 120 
TASLLT?WNP?TTAKLTI£S 

121 - ACGCCGTTCAATGTCGCAGAGGGGAAGGAGGTGCTTCTACTTGTCCACAATCTGCCCCAG - 180 
7?FNVA£GK*iVLLlVKNL?Q 

181 - CAT CTTTTT GGCT ACAGCTGGT AC AAAGGT GAAAGAG7GGAT GGCAACCGT CAAAT T AT A - 24 0 
. KLFGYSHYK5SRV3GNRQZI 

241 GG AT AT GT AAT AGG AACTCAAC AAGCT ACCCC AGGGCCCGCAT ACAGT GGTCGAGAG AT A - 300 
3 ; V I G T C Q A T t C- ? A Y 5 G R E I 

30] - ATATACCCCAATGCATCCCTGCTGATCCAGAACATCATCCAGAATGACACAGGATTCTAC - 360 

. iypnasll:qn:iqndtgfy 

361 - ACCCrrAC^CGTCATAAAGTCAGATCTTGTGAATGAAGAAG-CAACTGGCCAGTTCCGGGTA - 4 20 
T L M V 1 K 5 Z - V MEEATGQ.rR V 

421 - TACCCGGAGCTGCCCAAGCCCTCCAT CT CCAGCAACAACTCCAAACCCGTGGAGGACAAG - 480 
YPELPKPSISSNNSKPVEDK 

481 - GATGCTGTGGCCTTCACCTGTGAACCTGAGACTCAGGACGCAACCTACCTGTGGTGGGTA - 54 0 

- D A V A r T C E ? E T Q D A T Y L W W V 

541 - AACAATCAG AGCCTCCCGGT CAGTCCCAGGCTGCAGCTGTCCAAT GGCAACAGGACCCTC - 600 
NNQSLPVS PRLQLSn'gNRTL 

601 - ACTCT ATT CAATGT C AC AAG AAAT G ACACAGCAAGCT ACAAATGTG AAACCCAGAACCCA - 660 

tlfnvtrn dtasykcetqnp 

661 - GTGAGTGCCAGGCGCAGTGATTCAGTCATCCTGAATGTCCTCTATGGCCCGGATGCCCCC - 720 
VSARRSDSVILNVLYGPDAP 

7 21 - ACCATTTCCCCTCTAAACACATCTTACAGATCAGGGGAAAATCTGAACCTCTCCTGCCAT - 780 
TIS PLNTSYRSGENLNLSCH 

7 81 - GCAGCCTCTAACCCACCTGCACAGTACTCTTGGTTTGTCAATGGGACTTTCCAGCAATCC - 84 0 

aasnppaqyswfvngtfqqs 
841 - acccaagagctctttatccccaacatcactgtgaataatagtggatcctatacgtgccaa - 900 

T Q Z L F I FN I T V K KSGSYTCQ 

901 - GCCCATAACTCAGACACTGGCCTCAATAGGACCACAGTCACGACGATCACAGTCTATGCA - 960 

- AHNSDTGLKRT7VTTTTVYA 

961 - GAGCCACCC AAACCCT T C ATC ACCAGC AACAACT CCAACCCCGT GGAGG ATG AGGATGCT - 1020 
EPPKPFITSNN SNPVEDEDA 

1021 - GT AGCCTT AACCTGTG AACCTGAG ATT CAGAAC ACAACCT ACCTGTGGTGGGT AAAT AAT - 10S0 
VALTCEPEI QNTTYLWWVNN 

1081 - CAGAGCCTCCCGGTCAGTCCCAGGCTGCAGCTGTCCAATGACAACAGGACCCTCACTCTA - 114 0 
Q 5 L ? V S PR LQL5NDK RTLTL 

1141 - CTCAGTGTCACAAGGAATGATGTAGGACCCTATGAGTGTGGAATCCAGAACGAATTAAGT - 1200 
LSVTRNDVC-PYECGIQNELS 

1201 - GTTGACCACAGCGACCCAGTCATCCTGAATGTCCTCTATGGCCCAGACGACCCCACCATT - 1260 
VDHSDPVI LNVLYGPDDPTI 

1261 - TCCCCCT CAT ACACCT ATT ACCGT CC AGGGGTGAACCT CAGCCTCT CCTGCCAT GCAGCC - 1320 
SPSYTYYRPGVNLSLSCHAA 

1321 - TCTAACCCACCTGCACAGTATTCTTGGCTGATTGATGGGAACATCCAGCAACACACACM - 1380 
SMPPAQYSWLIDGNI QQHTQ 
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Fig. 2 (Fortsetzung) 

•381 - GAGCT CTTT ATCTCC AACAT CACTGAGAAGAACAGCGGACTCT AT AC CTGCCAGGCCAAT - 14 40 
ELFI SNITEKNSGLVTCQAN 

14 41 - AACT C AGCCAGTGGCC^CAGCAGGACT ACAGT CAAGACAATCAC AGT CT CT GCGGAG CT G - 1500 

-NSASGKSRT7VKTITVSAEL 
1501 - CCCAAGCCCTCC AT CT CCAGCAAC AACTCCAAAC CCGTGG AGG AC AAGG AT GCTGTGGCC - 1560 
PK P S I SSN N S K ? V E D K D A V A 

1561 - TTCACCTGT G AACCTGAGGCTCAGAACACAACCTACCTGTGGT GGG7 AAATGGT CAG AGC - 1620 
FTCE PSAQNTTYLWWVNGQS 

1621 - CTCCCAGTCAGTCCCAGGCTGCAGCTG7CCAATGGCAACAGGACCCTCACTCTATTCAAT - 1680 
L?V5 PRLQLSNGNRTLTLFN 

1681 - GTCACAAGAAATGACGCAAGAGCCTATGTATGTGGAATCCAGAACTCAGTGAGTGCAAAC - 17 4 0 
V 7 R N DA R A V V C G I Q H 5 V S A N 

1741 - CGCAGTG ACCCAGTCACCCTGGAT GTC CTCTAT GGGCCGGACACC CCCATC ATTT CCCCC - 1300 
RSCPVTLDVLYGPDTPI ISP 

CCAGACTCGTCTTACCTTTCGGGAGCGAACCTCAACCTCTCCTGCCACTCGGCCTCTAAC - 1360 
P D c £ Y L S G A N L K L S C K S A S N 

CCATCCCCGCAGTATTCTTGGCGTATCAATGGGATACCGCAGCAACACACACAAGTTCTC - 1920 
PSPQYSWRINGI PQQHTQVL 

TTTATCGCCAAAATCACGCCAAATAATAACGGGACCTATGCCTGTTTTGTCTCTAACTTG - 1980 
? I A K I T ? N N N G T ; A C F V S N L 

GCT ACT GG CCG CAAT AATT CCAT AGT CAAG AGCAT C AC AG TCT CT GC ATCTGGAACT T CT - 2040 
ATGRNNSIVKSITVSASGTS 

CCTGGTCTCTCAGCTGGGGCCACTGTCGGCATCATGATTGGAGTGCTGGTTGGGGTTGCT - 2100 
PGLSAGATVGIMIGVLVGVA 

CT GAT AT AGCAGCCCTGGTGT AGT T TCTTCATTTCAGGAAGACTGACAGTTGT TTTGCTT - 2160 
LI *QPWCSFFISGRLTVVLL 

CTTCCTTAAAGCATTTGCAACAGCTACAGTCTAAAATTGCTTCTTTACCAAGGATATTTA - 2220 
LP* S I C N S Y S L K L L L Y Q G Y L 

CAGAAAAGACTCTGACCAGAGATCGAGACCATCCTAGCCAACATCGTGAAACCCCATCTC - 2280 
QKRL*PEIETILANIVKPHL 

T ACT AAAAAT AC AAAAATGAGCT GGGCTTGGTGGCGCGC ACCT GT AGT CCCAGTTACTCG - 2340 
Y* KYKMELGLVARTCSPSYS 

GGAGGCT GAGGC AGG AGAAT CGCT T GAACCCCT AGAGCGGC C GG C CGCG - 238S 
GG*GRRIA* TPRAAGR 
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PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 
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(43) Internationales Veroffentlichungsdatum 
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(10) Internationale Veroffen tlicbungsnumraer 
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(51) Internationale Patentklassifikation 7 : C07K 14/47, 
A61K 48/00, 39/00 

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/DEOO/03443 

(22) Internationales Anmeldedatum: 

26. September 2000 (26.09.2000) 



(25) Einreichungsspracbe: 

(26) Veroffentlicbungssprache: 



Deutsch 
Deutsch 



(30) Angaben zur Prioritat: 

199 48 105.9 27. September 1999 (27.09.1999) DE 
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(72) Erfinder: PECHER, Gabriele [DE/DE]; Strasse 36, Nr. 
26, 13125 Berlin (DE). 

(74) An wait: BAUMBACH, E; Robert-ROssle-Strasse 10, 
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(81) Bestimmungsstaaten (national)'. AE, AG, AL, AM, AT, 
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(BF, BJ, CF, CG, Q, CM, GA, GN, GW, ML, MR, NE, 
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Veroffentlicht: 

— mit internationalem Recherchenbericht 

(88) VerSffentlichungsdatum des internationalen 

Recherchenberichts: 18. April 2002 

Zur Erklarung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen 
Abkiirzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Anfang jeder reguldren Ausgabe 
der PCT -Gazette verwiesen. 



= (54) Title: PHARMACEUTICAL COMPOSITION FOR TREATING AND PREVENTING HUMAN TUMORS, WHICH 
^= EXPRESS THE TUMOR ANTIGEN MUCIN AND/OR THE CARCINOEMBRYONIC ANTIGEN (CEA), AND THE USE 
THEREOF 



< 



o 



(54) Bezeichnung: PHARMAZEUT1SCHE ZUSAMMENSETZUNG ZUR BEHANDLUNG UND PROPHYLAXE VON HU- 
MANEN TUMOREN, DIE DAS TUMORANTIGEN MUZIN UND/ODER DAS CARCINOEMBRYONALE ANTIGEN (CEA) 
EXPRIMIEREN UND IHRE VERWENDUNG 

(57) Abstract: According to the invention, a pharmaceutical composition is provided comprising a plasmid ( naked DNA ) which 
contains, as a therapeutic gene, the human mucin gene MUC1, active fragments thereof or at least 3 repeats of amino acid sequence 
SEQ No. I, and/or comprising another plasmid ( naked DNA ) which contains, as a therapeutic gene, the gene for the human car- 
cinoembryonic antigen (CEA) SEQ No. 2. The pharmaceutical composition is preferably provided as a vaccine and the plasmids 
having the respective therapeutic gene are applied either individually or together according to the respective tumor. 

(57) Zusammenfassung: Es wird eine pharmazeutische Zusammensetung beteithestellt, die ein Plasmid ("nackte DAN") aufweist, 
das als therapeutisches Gen das humane Muzingen MUC1, wiricsame Fragmente davon oder mindestens 3 Repeats der Aminosau- 
resequenz SEQ No. 1 enthalt und/odcr cin anderes Plasmid fnackte DNA"), das als thereapeutisches Gen das Gen fur das humane 
Carcinoembryonale Antigen (CEA)SEQ No. 2 enthalt Die pharmazeutische Zusammensetzung wird vorzugsweise als ImpfstorT 
bereit-gestellt und es werden in Abhangigkeit vom jeweiligen Tumor die Plasmide mit dem jeweiligen therapeutischen Gen entweder 
einzeln oder gemeinsam appliziert. 
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Continuation of Field 1.1 

Although Claims Nos. 15 and 16 refer to a method for treatment of the human/animal 
body, the search was carried out and was based on the cited effects of the 
compound/composition. 



Continuation of Field 1.1 
Claims Nos. 15, 16 

PCT Rule 39.1 (iv) - Method for therapeutic treatment of the human/animal body. 



Continuation of Field 1. 2 
Claims Nos. 1-16 (all in part) 

Relevant Patent Claims Nos. 1-16 refer to pharmaceutical compositions/packaging 
units (and to the use thereof) which, among other things, contain the genes for MUC1 
and/or CEA. 

The patent claims thus comprise all products, etc. which, among other things, solely 
contain MUC1, solely contain CEA, or contain MUC1 in conjunction with CEA. Under 
the terms of PCT Article 5, the description (see Example and Figure No. 3) supports, 
however, only compounds that contain MUC1 and not compounds with MUC1 and 
CEA (in conjunction). 

Experimental data with regard to compounds containing MUC1 and CEA is lacking 
entirely in the patent application. Due to a lack of support and a lack of disclosure, a 
meaningful search cannot be conducted with respect to the entire scope for which 
protection is sought. 

Therefore, the search was limited to the portions of the patent claims that are 
themselves limited to products (and to the uses thereof), which contain, among other 
things, either MUC1 or CEA since only these appear to be clear, supported and 
disclosed. 

Patent claims referring to products (and to the uses thereof) which contain, among 
other things, either MUC1 AND CEA were NOT searched. 

The applicant is therefore advised that patent claims or sections of patent claims laid 
to inventions for which no international search report was drafted normally cannot be 
the subject of an international preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)). Similar to 
the authority entrusted with the task of carrying out the international preliminary 
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examination, the EPO also does not generally carry out a preliminary examination of 
subject matter for which no search has been conducted. This is also valid in the 
case when the patent claims have been amended after receipt of the international 
search report (PCT Article 19), or in the case when the applicant submits new patent 
claims pursuant to the procedure in accordance with PCT Chapter II. 
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Fortsetzung von Feld I.l 

Obwohl die Anspruche 15 und 16 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche 
durchgefuhrt und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen der 
Verbi ndung/Zus ammensetzung . 



Fortsetzung von Feld I.l 
Anspruche Nr. : 15,16 

Regel 39 . 1 ( i v ) PCT - Verfahren zur therapeutischen Behandlung des 
menschlichen oder tierischen Korpers 



Fortsetzung von Feld 1.2 

Anspruche Nr.: 1-16 (alle partiell) 



Die geltenden Patentanspruche 1-16 beziehen sich auf pharmazeutische 
Zusammensetzungen/Verpackungseinheiten (und deren Anwendung), die unter 
anderem die Gene fur MUC1 und/oder CEA enthalten. 

Die Patentanspruche umfassen daher alle Produkte etc., die under anderem 
MUC1 allein, CEA allein oder MUC1 in Kombination mit CEA enthalten. Durch 
die Beschreibung (s. Ausfuhrungsbei spiel und Abb. 3) gestutzt im Sinne 
von Art. 5 PCT sind allerdings nur Verbindungen, die MUC1 enthalten, 
nicht jedoch Verbindungen mit MUC1 und CEA (in Kombination). 
Experimentelle Daten zu Verbindungen die MUC1 und CEA enthalten, fehlen 
ganzlich in der Patentanmeldung. Daher kann aufgrund mangel nder Stutze 
und fehlender Offenbarung keine sinnvolle Recherche uber den gesamten 
erstrebten Schutzbereich durchgefuhrt werden. 
Demzufolge wurde die Recherche auf die Teile der Patentanspruche 
beschrankt, welche sich auf Produkte (und deren Anwendungen) beschranken, 
die entweder under anderem MUC1 oder CEA enthalten, da nur diese klar, 
gestutzt oder offenbart erscheinen. 

Patentsanspruche, welche sich auf Produkte (und deren Anwendungen) 
beziehen, die entweder under anderem MUC1 UND CEA enthalten wurden NICHT 
recherchiert . 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, da8 Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerwei se nicht Gegenstand einer 
internationalen vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfiihren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, da8 die Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
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